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АБСТРАКТ

Колоректальный рак является основной причиной смертности от рака во всем мире. Предполагается, что 
Fusobacterium nucleatum играет важную роль в развитии колоректального рака. Существует множество исследова-
ний, доказывающих, что F. nucleatum оказывает большое влияние на онкогенез колоректального рака, однако участие 
бактерии в этом процессе остается неясным. Целью нашего исследования было обнаружение F. nucleatum в ткани ко-
лоректального рака. Был анализирован биоматериал 43 пациентов с колоректальным раком, полученных из Нацио-
нального научного онкологического центра. Для обнаружения бактерии из биоматериала была экстрагирована ДНК и 
параллельно проведен культуральный посев. Детекция F. nucleatum проводилась двумя методами с помощью микро-
биологической идентификации матрично-активированной лазерной десорбция/ионизация с времяпролетной масс-спек-
трометрией (MALDI-TOF MS) и количественной ПЦР в реальном времени. В результате MALDI выявил 14,58%, в то 
время, как кПЦР обнаружил 46,51% бактерии F. nucleatum. Таким образом, F. nucleatum потенциально может служить 
биомаркером риска развития колоректального рака.
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ВВЕДЕНИЕ

Колоректальный рак (КРР) является третьим по рас-
пространенности и вторым по смертности онкозаболева-
нием в мире. По оценкам, в 2020 году в мире зафиксиро-
вано более 1,9 миллиона новых случаев колоректального 
рака и более 930 000 случаев смерти от данного вида рака 
[1]. Около 50,3% всех новых случаев КРР приходится на 
Азию [2]. Ежегодно в Казахстане выявляется более 3000 
новых случаев колоректального рака [3]. 

Появляется все больше доказательств ассоциаций ки-
шечных бактерий с КРР. Во всем мире активно описыва-
ются изменения в составе кишечной микробиоты [4] и все 
большее число исследований обнаруживает, что опреде-
ленные виды кишечной микробиоты более распростра-
нены у людей с КРР по сравнению со здоровыми людьми 
соответствующих возрастов [5].

В 2012 году две независимые исследователь-
ские группы описали повышенную встречаемость 
Fusobacterium nucleatum в раковой ткани кишечника [6, 
7]. С тех пор влияние F. nucleatum на развитие или про-
грессирование КРР считается обоснованным [6-11]. 

F. nucleatum стал потенциальным кандидатом на пред-
расположенность к КРР из-за способности связываться 
с E-кадгерином на поверхности клеток толстой кишки с 
помощью адгезии FadA [12]. Это приводит к активации 
передачи сигналов Wnt/B-катенинового пути и развитию 
воспалительного процесса так же, как и онкогенного [13] 
ответа.

Адгезин Fap2 F. nucleatum способствует связыванию 
с ингибирующим иммунным рецептором TIGIT (иммун-
ный рецептор Т-клеток с доменами Ig и ITIM) и изменяет 
функцию естественных клеток-киллеров и лимфоцитов, 
которые участвуют в инфильтрации опухоли [14]. 

F. nucleatum - грамотрицательная облигатная анаэроб-
ная бактерия, обычно обитающая в полости рта [15]. Бак-
терия считается патогенной, когда участвует в образова-
нии зубного налета, где способна привлекать другие виды 
бактерий [16]. Бактерии также обнаруживались и в дру-
гих органах, в том числе в плаценте и тканях плода [17], 
в головном мозге [18], в печени [19]. У мышей перораль-
ные Fusobacterium гематогенно переносились в плаценту, 
и это было связано с мертворождением [20]. Присутствие 
F. nucleatum в толстой кишке обуславливало воспалитель-
ное заболевание кишечника, и это коррелировало с его ин-
вазивным потенциалом [21].

Однако, основные механизмы, которые приводят к 
прогрессированию канцерогенеза, вызываемого этим ви-
дом бактерий, остаются неясными. Было высказано пред-
положение, что F. nucleatum может вызывать повреждение 
эпителиального барьера толстой кишки [22], индуциро-
вать повреждение ДНК клеток слизистой оболочки ки-
шечника [23] или приводить к дисбактериозу кишечной 
микробиоты тем самым индуцируя микросреду для он-
когенеза [24].

Таким образом, целью данного исследования стало 
обнаружение бактерий F. nucleatum в ткани опухоли коло-
ректального рака у казахстанских пациентов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Группа пациентов и сбор образцов
Мaтepиaлoм для исследования Fusobacterium 

nucleatum служили oбpaзцы ткaнeй oпуxoли колоректаль-
ного рака от кaзaxcтaнcкиx пaциeнтoв из Нaциoнaльнoгo 
нaучнoгo oнкoлoгичecкoгo цeнтpa. Пpeдвapитeльнo, oт 
пaциeнтoв было пoлучeнo инфopмиpoвaннoe coглacиe, 
oдoбpeннoe и coглacoвaннoe c Этичecкoй кoмиccиeй PГП 
«Нaциoнaльный цeнтp биoтexнoлoгии» МЗ PК. Пocлe 

Original Article пoлучeния инфopмиpoвaннoгo coглacия нa учacтиe в 
иccлeдoвaнии, пaциeнт зaпoлнял oпpocник, нa ocнoвa-
нии кoтopoгo были coбpaны aнкeтныe дaнныe пaциeнтoв. 
В исследовании использовалась выборка 43 пациен-
тов после хирургического лечения. Диaгнocтиpoвaниe 
биoмaтepиaлa (биoпcия) нa кoлopeктaльный paк ocущecт-
влялось гиcтoлoгичecки. Cвeжиe ткaни кapцинoмы, coceд-
ниe нopмaльныe ткaни и oтдaлeнныe нopмaльныe ткaни 
(нa paccтoянии 10 cм) oт кaждoгo пaциeнтa включались 
в выбopку coглacнo кpитepиям включeния и иcключeния. 
Биоматериалы в количестве были фиксированы и транс-
портировали в лабораторию в 20% сахарозе в течении 2х 
часов. 

Экстракция ДНК и культивирование изолятов
Экстракция ДНК из ткани опухоли проводили мето-

дом высаливания [25]. Качественные и количественные 
характеристики ДНК определяли спектрофотометриче-
ски с помощью NanoDrop 1000. Все образцы ДНК хра-
нились при температуре -20°C. 

Культивирование изолятов осуществлялось на ко-
лумбийском агаре с добавлением 5% дефибринирован-
ной овечьей крови, витамина К1, гемина и антибиотиков 
(джозамицин, ванкомицин, неомицин). Посевы инкуби-
ровали в анаэробных условиях с использованием GasPak 
EZGas (Becton Dickinson, артикул 260 683) в течение 72 
ч при 37°C. 

Идентификация бактерии
Детекцию бактерий с посева проводили с помощью 

системы микробиологической идентификации матрич-
но-активированной лазерной десорбция/ионизация с вре-
мяпролётной масс-спектрометрией (MALDI-TOF MS) с 
применением прибора Microflex (Bruker Daltonics, Герма-
ния). Этот метод применяется в клинической микробиоло-
гии для идентификации микроорганизмов. Идентифика-
ция микроорганизмов основывалась на получении общего 
масс-спектра белков в диапазоне 1000-10000 дальтон и 
биоинформационного сравнения полученного спектра с 
базой данных референсных спектров с использованием 
коммерческой базы данных MALDI Biotyper 3.1 (Bruker 
Daltonics, Германия). Культуры микроорганизмов (еди-
ничные колонии) наносили на ячейки 96-луночного MSP-
чипа (MSP 96 target polished steel BC, microScoutTarget). 
Далее наносили 1 мкл раствора матрицы (насыщенный 
раствор α-Циано-4-гидроксикоричной кислоты с 50 % со-
держанием ацетонитрила и 2,5 % трифторуксусной кис-
лоты) и высушивали при комнатной температуре. Чип-ми-
шень с нанесенными на него образцами помещали в 
MALDI-TOF масс-спектрометр. После позиционирова-
ния чипа в ионизационной камере и достижения необ-
ходимых значений рабочих параметров прибора прово-
дили калибровку с помощью нанесенного калибровочного 
стандарта. После этого приступали к сбору спектров в 
автоматическом режиме, устанавливая необходимые па-
раметры. Для получения одиночного масс-спектра ис-
пользовали 40 импульсов лазера (частота 60 Гц). Анали-
зируемый диапазон масса/заряд составлял 2000–20000 
Да. В результате масс-спектрометрического анализа об-
разцы были определены с высокой степенью достовер-
ности как бактерии рода Fusobacterium. Интересующие 
нас колонии пересевали в свежие кровяные среды и ин-

кубировали в термостате. В результате последовательных 
пересевов очищенные изоляты были идeнтифициpoвaны 
пocpeдcтвoм ПЦP-aмплификaции гeнa 16S pPНК c 
иcпoльзoвaниeм унивepcaльныx пpaймepoв. Aмплифи-
циpoвaнныe пpoдукты aнaлизиpoвaны нa aвтoмaтичecкoм 
гeнeтичecкoм aнaлизaтope 3730xl DNA Analyzer (Applid 
Biosystems) c пocлeдующим идeнтификaциeй в GeneBank 
пo aлгopитму BLAST. 

кПЦР в реальном времени 
Уникальная последовательность гена nusG в F. 

nucleatum была использована в качестве мишени для 
кПЦР [6]. Последовательность прямого праймера 5’-CA
ACCATTACTTTAACTCTACCATGTTCA и обратного 
праймера 5’-GTTGACTTTACAGAAGGAGATТАТGТА-
ААААТC согласно [26]. В качестве внутреннего кон-
троля использовали ген slco2a1 с прямым праймером 
5›-ATCCCCAAAGCACCTGGTTT и обратным прайме-
ром 5’-AGAGGCCAAGАТАGТCCТGGТАА [26]. Реак-
цию проводили в 10 µL, содержащий 1 × БиоМастер HS-
qPCR SYBR Blue (Биолабмикс, Новосибирск), 0,1 µM 
каждого праймера в воде, не содержащей нуклеаз (Roche, 
Penzberg). В качестве матрицы использовали 0,3–100 нг 
ДНК, выделенной из ткани опухоли. В качестве отрица-
тельного контроля использовали воду, не содержащую ну-
клеаз, пригодную для ПЦР. Реакции qPCR проводили с 
помощью CFX384™ Real-Time System (Био-Рад, США), 
используя следующие условия: денатурация в течение 5 
мин при 95°C, 49 циклов при 95°C в течение 10 с, 65°C в 
течение 10 с и 72°C в течение 15 с, с последующим тем-
пературным градиентом от 65 до 95 °C.

Параллельно полученные ампликоны проверяли с по-
мощью электрофореза в агарозном геле, чтобы подтвер-
дить их длину 112 bp и 74 bp для nusG и slco2a1 соответ-
ственно. 

Количественные анализы проведены в двух повторно-
стях с дальнейшим применением в расчетах их среднего 
значения. Количество Fusobacterium nucleatum в каждом 
образце рассчитывали как относительное безразмерное 
значение, нормализованное на slco2a1, используя метод 
2−ΔCt (где ΔCt = “среднее значение Ct для Fusobacterium 
nucleatum” - “среднее значение Ct для slco2a1”), как опи-
сано ранее [27].

Статистика
Все статистические анализы были проведены с ис-

пользованием программного обеспечения R.Studio вер-
сии 4.2.0 c использованием пакетов stats, graphics, datasets. 
Непрерывные переменные в двух разных группах были 
исследованы с использованием t-критерия стьюдента и 
однофакторного дисперсионного анализа ANOVA соот-
ветственно. Значение P < .05 считалось статистически зна-
чимым.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Группа исследования была представлена в количестве 
43 пациента с колоректальным раком из Нaциoнaльнoгo 
нaучнoгo oнкoлoгичecкoгo цeнтpa. Клинические характе-
ристики, стратифицированные согласно присутствию F. 
nucleatum в ткани КРР, представлены в таблице 1. Отно-
сительное количество ДНК F. nucleatum в образцах ткани 
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было измерено посредством анализа кПЦР. Мы не наблю-
дали значимых ассоциаций между F. nucleatum в ткани и 
раково-эмбриональным антигеном, являющимся марке-
ром карциномы желудочно-кишечного тракта (P = 0.86). 
Наличие F. nucleatum в ткани КРР не было статистически 
значимо ассоциировано с возрастом, полом, локализацией 
опухоли, размером опухоли, стадии рака, индекса массы 
тела, диабетом и артериальной гипертензией.

Fusobacterium nucleatum был обнаружен в 20 (46,51 %) 
из 43 образцов. В то время, как с помощью MALDI бакте-
рия детектирована только в 7 (14,58 %) (Таблица 2). Ме-
тод кПЦР имеет высокий процент специфичности и чув-
ствительности. По результатам MALDI Fusobacterium 
nucleatum встречается в образцах с частотой 1:7. 

По результатам MALDI был анализирован микроб-
ный состав анаэробных бактерий в исследуемых образ-
цах ткани КРР (Таблица 3). Часто встречающейся явля-
ется E.coli 85,42 %, в то время как частота встречаемости 
F.nucleatum 14,5% (Рисунок 1). Кроме F.nucleatum в ки-
шечной микрофлоре пациентов с КРР реже встречаются 
и другие подвиды Fusobacterium, такие как F.varium, 
F.necrophorum, F.periodonticum, F.naviforme. В то же 
время подвиды Citrobacter, такие как C.farmeri, C.кoseri, 
C. amalonaticus встречаются с частотой 56,25%, 52.08%, 
43.75% соответственно.

В то же время относительная количественная оценка 
ДНК F. nucleatum, нормализованная по эталонному гену 
демонстрирует не значимое различие по статусу наличия 

Таблица 1. Сравнение демографических и клинических характеристик пациентов с КРР

Характеристика Общий
F. nucleatum

P-value
Отрицательный Положительный

Возраст (годы) 58.42 55.2 62.05  0.06006
ИМТ 26.35 25.4 26.89  0.4926
Пол                0.616
М 19 13 6
Ж 24 16 8
Алкоголь                      0.3282
Пьющие 1 1 0
Непьющие 42 22 20

Курение 0.8584
Когда-либо 6 3 3
Никогда 37 20 17
Диабет 0.378
Да 9 6 3
Нет 34 23 11
Гипертензия                    0.955
Да 17 11 6
Нет 26 18 8
Стадия 0.2871
Стадия I 1 0 1
Стадия II 9 5 4
Стадия III 27 16 12
Стадия IV 5 3 2
Локализация КРР; n(%) 0.7825 
Проксимальный отдел 12 6 6
Дистальный отдел 31 17 14

Таблица 2. Распространенность F. nucleatum в пациентах с колоректальным раком

Метод детекции Количество пациентов Процент обнаружения F. nu-
cleatum

Тип образца

кПЦР

MALDI 

43

48

46,51

14,58

гДНК

культура

Таблица 3. Частота встречаемости бактерий в ткани опухоли КРР по данным MALDI

Вид бактерий Количество Проценты, % Вид бактерий Количество Проценты, %

Bacteroides fragilis 9 18,75 Fusobacterium 
varium 1 2,08

B a c t e r o i d e s 
thetaiotaomicron 5 10,42 Fusobacterium 

necrophorum 1 2,08

Bacteroides vulgatus 8 16,67 Fusobacterium 
periodonticum 1 2,08

Bacteroides faecis 4 8,33 Klebsiella variicola 7 14,58
C i t r o b a c t e r 
amalonaticus 21 43,75 Klebsiella oxytoca 9 18,75

Citrobacter farmeri
27 56,25

Klebsiella 
pneumoniae ssp 

pneumoniae
15 31,25

Citrobacter koseri
25 52,08

Klebsiella 
pneumoniae ssp 

ozaenae
14 29,17

C r o n o b a c t e r 
sakazakii 14 29,17 Kosakonia cowanii 12 25,00

Escherichia coli 41 85,42 Morganella 
morganii 4 8,33

E n t e r o b a c t e r 
asburiae 7 14,58 Pseudomonas 

aeruginosa 4 8,33

E s c h e r i c h i a 
fergusonii 18 37,50 Pluralibacter 

pyrinus 4 8,33

Escherichia albertii 18 37,50 Raoultella 
ornithinolytica 15 31,25

E n t e r o b a c t e r 
aerogenes 9 18,75 Salmonella sp (en-

terica st Dublin) 6 12,50

Enterobacter kobei 8 16,67 Salmonella sp 
(choleraesuis) 7 14,58

E n t e r o b a c t e r 
cloacae ssp 
dissolvens

12 25,00 Streptococcus 
anginosus 4 8,33

F u s o b a c t e r i u m 
nucleatum 7 14,58 Veillonella parvula 6 12,50

F u s o b a c t e r i u m 
naviforme 2 4,17 Veillonella dispar 5 10,42

Рисунок 1. Частота встречаемости бактерий в ткани опухоли КРР.
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бактерии и локализации опухоли (P = 0,23, P = 0,35) со-
ответственно (рисунок 2).

ОБСУЖДЕНИЕ

В данном исследовании изучали распространенность 
F. nucleatum у 43 пациентов с колоректальным раком раз-
ными молекулярными методами. В исследовании исполь-
зовались два метода детекции; количественный реал-тайм 
ПЦР, MALDI. Масс-спектрометрия представляет собой 
метод химического анализа, который используют для из-
мерения массы неизвестных молекул путем ионизации, 
разделения и обнаружения ионов в соответствии с их от-
ношением массы к заряду (разделяя их на положитель-
ные и отрицательные ионы). А данные регистрируют в 
виде масс-спектров. Несмотря на то, что система является 
«фенотипической», она, в некотором смысле, устраняет 
пробел в достоверности результатов испытаний, получен-
ных с помощью биохимических систем фенотипирования 
и идентификационых систем генотипирования. Резуль-
таты детекции бактерии посредством количественного 
реал-тайм ПЦР продемонстрировал более высокую чув-
ствительность в сравнении с MALDI 46,51% и 14,58% со-
ответственно [28]. 

В литературных сообщениях существуют различные 
значения в частоте обнаружения F. nucleatum из биомате-
риала пациентов. Например, исследование Li et al. (2016) 
методами флуоресцентной гибридизации in situ (FISH) 
и количественной флуоресцентной ПЦР (QF-PCR) выя-
вило 87,13% распространенности F. nucleatum в фикси-
рованных в формалине парафинизированных образцах 
(FFPE) и замороженных тканях. Результаты показали, что 
F. nucleatum был сконцентрирован в тканях КРР и распро-
страненность F. nucleatum была положительно связана с 
метастазами в лимфатические узлы у пациентов с КРР. 
При этом географических и этнических различий в ассо-
циации не наблюдалось [29]. Японские исследователи для 
детекции F. nucleatum провели кПЦР и цифровую капель-
ную ПЦР, где были использованы FFPE – образцы и за-

мороженные ткани соответственно. Распространенность 
F. nucleatum составила 56% и 75%, соответственно. По-
вышенное количество F. nucleatum в тканях КРР положи-
тельно коррелирует с размером опухоли и коротким вре-
менем выживания, в то же время F. nucleatum служит как 
прогностический маркер для IV стадии КРР. Также есть 
предположение, что присутствие F. nucleatum может уве-
личиваться в зависимости от гистологической степени и 
может способствовать прогрессированию колоректаль-
ной неоплазии [30, 31]. Два независимых исследования 
в США обнаружили F. nucleatum в 13% и 48% методом 
кПЦР, в первом исследовании использовали FFPE – об-
разцы, во втором были использованы свежие ткани. Де-
тектируемое количество ДНК бактерии в данных иссле-
дованиях было ассоциировано со смертностью от КРР, 
также результаты показывают, что повышенное содержа-
ние видов Fusobacterium в микробиоте кишечника может 
быть общей особенностью онкогенеза толстой кишки [27, 
32]. По результатам совместных работ американских и 
японских коллег было выявлено, что высокое содержание 
бактерии ассоциируется со специфичными молекуляр-
ными характеристиками КРР, в том числе тип рака с вы-
сокой степенью метилирования CpG-островков и высокой 
частотой мутаций в целом, кроме гена TP53 [33]. Наши 
данные демонстрируют распространенность F. nucleatum 
в тканях КРР 46,52% (20/43), (Таблица 1) значимой ассо-
циации с клиническими характеристиками выявлено не 
было. Различия между исследованиями обусловлены ме-
тодом обнаружения и характером образцов. 

Присутствие F. nucleatum указывает на прогрессиро-
вание злокачественной трансформации. F. nucleatum, воз-
можно, действует как ключевой фактор инициации рас-
стройств, подразумевая, что эта бактерия может быть 
полезным ранним биомаркером развития КРР. 

ВЫВОДЫ

Результаты исследования подтверждают, что процент 
выявления бактерии разными методами аналогично с ра-

Рисунок 2. Относительное количество F. nucleatum в ткани опухоли у пациентов с колоректальным раком. На гра-
фике показаны медиана и межквартильный диапазон относительных количественных показателей F. nucleatum. A. 
+F.n положительный статус наличия бактерии, F.n отрицательный статус наличия бактерии. B. 1 - Проксимальный 

отдел толстого кишечника, 2- Дистальный отдел толстого кишечника.

нее проведенными работами доказывает, что присутствие 
F. nucletum в тканях КРР может служить предпосылкой 
для выявления бактериального фактора риска онкогенеза. 
Эти результаты позволяют предположить, что определе-
ние уровней F. nucleatum может помочь предсказать кли-
нические исходы у пациентов с колоректальным раком. 
Для подтверждения наших выводов необходимы дальней-
шие проспективные исследования с использованием не-
зависимых наборов данных.
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ABSTRACT

Colorectal cancer is the leading cause of cancer death worldwide. Fusobacterium nucleatum is thought to play an import-
ant role in the development of colorectal cancer. F. nucleatum there are many studies that prove that has a great influence on 
the oncogenesis of colorectal cancer, but the participation of the bacterium in this process remains unclear. The goal of our 
study is to find out in colorectal cancer tissue F. nucleatum was the definition. Biomaterials from 43 colorectal cancer patients 
from the National scientific cancer center were analyzed. To detect bacteria, DNA was extracted from the biomaterial and cul-
ture inoculation was carried out in parallel. F. nucleatum detection was performed by two methods using Matrix activated la-
ser microbiological desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) and quantitative real-time PCR 
detection. As a result, MALDI determined 14.58%, and qPCR detected 46.51% of bacteria. Thus, F. nucleatum can be a bio-
marker of colorectal cancer risk.
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АБСТРАКТ

Колоректальды қатерлі ісік бүкіл әлемде қатерлі ісік өлімінің негізгі себебі болып табылады. Fusobacterium 
nucleatum колоректальды қатерлі ісіктің дамуында маңызды рөл атқарады деп болжануда. F. nucleatum колоректальды 
қатерлі ісіктің онкогенезіне үлкен әсер ететінін дәлелдейтін көптеген зерттеулер бар, бірақ бактерияның бұл проце-
ске қатысуы түсініксіз болып қалады. Біздің зерттеуіміздің мақсаты колоректальды қатерлі ісік тінінде F. nucleatum 
анықтау болды. Ұлттық ғылыми онкологиялық орталықтан алынған колоректальды қатерлі ісікпен ауыратын 43 на-
уқастың биоматериалы талданды. Бактерияларды анықтау үшін биоматериалдан ДНҚ алынды және культура егу қа-
тар жүргізілді. F. nucleatum детекциясы матрицалық белсендірілген лазерді микробиологиялық десорбция/иондану 
ұшу уақытының масс-спектрометриясымен (MALDI-TOF MS) және нақты уақыттағы сандық ПТР анықтау арқылы екі 
әдіспен жүргізілді. Нәтижесінде MALDI 14,58% анықтады, ал cПТР F. nucleatum бактериясының 46,51% анықтады. 
Осылайша, F. nucleatum колоректальды қатерлі ісік қаупінің биомаркері бола алады.

Негізгі сөздер: Fusobacterium nucleatum, колоректальды қатерлі ісік, детекция, сандық ПТР, MALDI, ісік


